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論 文 内 容 要 旨
チ ャネル ロ ドプ シン2(ChR2)は,単 細胞緑 藻類 の一 種,ChlamydomonasReinhardtiiの 眼点
よ り見 出 され た タ ンパ ク質 だが,こ れ を神経細胞 に異所性 に発現 させ ることによ り,神 経細胞 に
光感受性 を新 たに獲得 させる ことが可能 になった。 したが って,網 膜色 素変性 な ど光受容細胞が
変 性 した網 膜 に残 存す る神経細 胞 にChR2を 遺 伝子導 入す る こ とに よ り,視 力 が回復 され るこ
とが期待 され る。 しか し,こ れ らの医学 における応用 にあた り,構 造機 能連 関に基づ いたChR2
の最適 化が必 要 と されて いる。
ChR1お よび2は 微 生物型 ロ ドプシ ンの一種 であ るが,特 徴 と して単一 の分子 で光 セ ンサーと
イオ ンチ ャネル の機 能 を合 わせ持 つ。ChR2は460nm付 近 の光 に応 じて,非 選 択的 に陽 イオ ン
(主 にNa+,H+,Ca2+な ど)を 透過 し,ピ ー ク と定常 電流 か らなる二 相性 の内向 き電流 を発生
す る。ChR2を 発現 させた細胞 で は,青 色光照射 によ り細胞膜電 位の脱分極 が観察 され る。 この
ことか ら,ChR2は 電気刺激 に代 わ る方法 として,非 侵襲的 な神 経活動 の制御 ツール と して多 く
の研 究 がな されて い る。ChRは7つ の膜貫通領 域(TM1-7)が 推定 されて い るが,TM2を 含
むN末 端 領域 で は非 常 に特異 的な ア ミノ酸配 列が み られ る。ChR特 有 の イオ ンチ ャネル と して
の機 能 は,こ のN末 端 部位 に存在 して いる と推測 されて い る。 特 に,ChR1,2と もに保存 され
た5つ の グル タ ミン酸 残基 がTM2-3領 域 に存在 し,ChRの イオ ンチ ャネル と して の機 能 に重
要 な役 割 を持 って い るこ とが推測 され る。 本研究 では,PCR法 によ りこれ ら5つ の極性 グル タ
ミン酸残基 を非極性 ア ミノ酸残基であるアラニ ンに置換 した5つ の変異 体ChR2(E82A,E83A,
E90A,E97A,ElOIA)を 作製 し,そ の光電 流応答 を野生型 と比較解析 した。
野 生型 ま たは変異 体ChR2を ヒ ト胎児腎細胞 で あるHEK293培 養細 胞 に発現 させ,ホ ール セ
ル パ ッチ クラ ンプ膜 電位固定下 に青色LEDに よ り誘発 され た光 電流 を測 定 した。変異 体 および
野生 型ChR2の 発現 は,C末 端側 に付加 した改変体緑 色蛍光 タ ンパ ク質Venusの 蛍光 に よ り,
顕微鏡 を用 いて確認 した。
全 ての変異体 でHEK293細 胞 にVenusタ ンパ クの発現が確認 され,光 電 流応答が観察 された。
その うち,E82A,E83A,E97A,E101A変 異 体で は,野 生 型ChR2と 比 較 して有意 に小 さ
な電 流応答 が観察 された。光電流 キネテ ィクスの解析 として,① ピークか ら定常 電流へ の不活性
化,②ON速 度定 数,③OFF速 度定数 を用いた。E97Aを 除 く全 ての変異体 チ ャネルにお いて,
キネ テ ィクス の変 化 が観察 され,こ れ らの極性 ア ミノ酸 残基 がChR2の 構i造変化 に重要 な役割
を果 た して い る ことが示 唆 され た。E97Aに お いて は,光 電流 応答 が野生 型 と比 べて大 き く減
少 した に もかかわ らず,そ のキネテ ィクスに変化 が無 いことか ら,ChR2の 陽 イオ ン透過 に深 く
関 わ る ことが予想 され,更 に詳細 な解析 を進 めた。 その結 果,E97A変 異 に よる光 電流 応答 の
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減 少 はイオ ン選 択性 の変化 や光 感受性 の減少 に拠 らな い こ とを確 認 した。 これ は,E97が ポァ
領 域 内に存在 し,イ オ ン透 過性 に貢献 して い るこ とを示 唆す る。 さ らに,E97A光 電流 の波長
依 存性 を測定 す る と,わ ずか に青色側 にシ フ トして いる ことが確認 された。 これ によ りE97は
ChR2の 吸収波 長決定 に も関わ ることが明 らかに な った。
本研 究 において 明 らか にされたChR2のTM2領 域 に存在す る極性 ア ミノ酸残 基 の機 能的役割
は,ChR2の 構 造 一機 能連関の解明 に貢献す る もの であ る。 本研究 の成 果 は,応 用 に適 した機 能
修飾 の基 盤情報 と して も重要 な意義 を持つ。
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審 査 結 果 の 要 旨
中枢お よび末梢神経 系にあ る神経細胞 の多 くは,他 の神経細胞 か らのみ情報 を受 け取 ってお り,
光 に対す る応 答性 を有 しな い。 しか し,何 らかの原 因で脳 ・神経 系 にお ける情報 の伝達が障害 を
受 け るこ とが ある。 た とえば,網 膜 の光受 容体細胞 が変性す ると,眼 球 に入 った光情報が脳 に伝
え られ な くな り,失 明 に至 る。神経細胞 の電気刺激 な どに応 答す る特性 を利用 して,電 気刺激法
な どによ り,感 覚 や運動 の障害 を改善 す ることが試 み られ て きた。 ま た,脳 ・神経系 を用 いた基
礎 ・応用研究 において は,神 経細胞を直接電気刺激 し,そ の出力応答 を計測す ることによ り,脳 ・
神経系 の機能 が解析 され てきた。 しか し,電 気刺激法 な どの従来 の神 経細 胞刺 激法 は,時 間,空
間 または両方 にお いて高 い分解 能の得 られ ない問題 があ る。 また,神 経細 胞や その周辺 の組織 に
対 し侵襲的で あ るとい う欠点 があ る。 そこで,神 経細胞 に光感受性 を組 み込 むこ とに よ り,光 刺
激 に よ りネ ッ トワー クを活動 させ ることが試 み られてい る。淡水 池沼 に普通 に生息 して いる クラ
ミ ドモ ナスは,葉 緑体 を持 ち,光 合成 をす る単細胞真核 生物 であ る緑藻 類 に属 してい る。 クラ ミ
ドモ ナスは,眼 点 と呼ばれ る特殊な膜領域 で光 を受 容 し,鞭 毛運 動 を制御す ることによ り,光 に
集 ま る習性(走 光 性)を 有 してい る。 クラ ミ ドモナ スの一種Chlamydomonasreinhardtiiの 眼点
に分布 して いる古細 菌型 ロ ドプ シンファ ミリー タンパ ク質 は,可 視光 に応答 して イオ ンを透 過 さ
せ,膜 電 位 を制御 す ることによ り,走 光性 を制御 して いる と考え られて い る。 クラ ミドモナ スに
お いて は,2種 類 の古細菌型 ロ ドプ シンタ ンパ ク質,チ ャネル ロ ドプ シ ン1と チ ャネ ル ロ ドプシ
ン2が あ る。 これ らは,光 受容 チ ャネルの一種 であ り,単 一 の分子 で,光 感 受性 とイオ ンチ ャネ
ルの機能 をあわせ 持 って いる。 チ ャネルロ ドプ シ ン2は,Na+な どの陽 イオ ン透過性 もあわせ も
ち,こ れ を遺 伝子工学 的方法 を用 いて,神 経細胞 に導 入 ・発現す るこ とによ り,神 経 細胞 に光感
受性 が新た に獲得 され る。 この技術 をイ ン ・ビボお よびイ ン ・ビ トロの系 に応用す ることによ り,
光 照射 によ り神経細胞 ネ ッ トワー クを働 かせ ることが試 み られて い る。 また,ヒ トの網膜色素変
性 と同様 に,遺 伝 的 に網膜光受容体細胞 が変性 す るモ デル動物 を用 いた研究 にお いて,チ ャネル
ロ ドプ シ ン2を 網 膜神経 節細胞 に導入 ・発 現 させ るこ とに よ り,視 覚 が回復す ることが報告 され
て いる。 しか し,チ ャネル ロ ドプシ ン2が 光に応答 してイオ ンを透過 す るメカニ ズムは,不 明で
あるQ
本論 文 は,チ ャネル ロ ドプ シン類 の第2-3膜 貫通領域 に共通 して,5個 の グル タ ミン酸残 基が
存在 して いる ことに着 目し,こ れ らが陽 イオ ン透過性 を制 御 してい る構造 を形成 してい るとい う
仮説 を検 証 した もので あ る。 その結果,チ ャネル ロ ドプシ ン2の97番 目の グル タ ミン酸残 基を
極性 のな いア ラニ ン残基 に置換 したとき,形 質膜発現量 に比較 し,光 電 流が著名 に減弱す るこ と
を見 出 した。 この とき,光 電流の キネテ ィクス,反 転 電位,波 長 依存性,光 強度 依存性 に影響 は
認 め られ なか った。 すなわ ち,陽 イオ ンフ ラックスのみが選択 的 に減少 した ことが示唆 される。
本論 文 は,世 界 に先駆 けて,チ ャネル ロ ドプ シン2の 陽イオ ン透過 メカニ ズムを解明 した もので
あ り,学 術的 に高 く評価 され る。 また,イ オ ン透過性 において,野 生 型 チ ャネル ロ ドプ シンとは
異な る新 しい分子 を創 出 し,神 経細胞 ネ ッ トワー クを光 で駆動す る研 究 を発展 させ る ことが期待
され る。論 文 申請者 は,す で に高 い技 術 レベルを有 してい ることは疑 いないが,こ の論文 をベー
スに,ど の よ うに 自分 の研究 を発 展 させて い くか を,さ ま ざまな研 究者 とのデ ィスカ ッシ ョンを
通 じて具 体的 に立 案 し,実 行 してい くこ とによ り,研 究者 と して大成す ることが期待 され る。
よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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